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ME ”本 研究 选用 ] ARDE, WRT ROAM CaCl, ERA Ske Im 
行为 的 影响 ， 并 对 海马 CA, RT RRMA EEO, HRA, SMALL (CaCl, 
组 小 她 一 次 性 被 动 回避 反应 的 步 入 江 忧 期 有 缩短 的 趋势 ， 说 明 该 组 小 鼠 记 忆 减 能 ; 同时 Y-a 
分 辨 学 习 能 力也 显著 下 降 (P< 0.01)， (2)CaCl, 组 海马 CA, ERMA RRS DR 
{P<0.001)， 而 突 稻 间隙 宽度 显著 增 大 (P<0.05)。 结 果 提 示 ， 海 马 突 触 界面 结构 参数 的 变化 可 能 
是 Ca 浓度 过 高 损害 学 习 记忆 功能 的 形态 结构 基础 。 
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钙 离 子 (Ca*') 是 维持 神经 信号 传递 的 重要 信使 ， 细 胞 内 Ca2 水 平 极 微小 的 变化 就 有 可 
能 引起 一 系列 生理 性 乃至 病理 性 改变 ， 衰 老 过 程 中 脑 细 胞 内 游离 钙 超 载 被 认为 是 神经 系统 
老化 的 动因 之 一 。 近 年 来 ， 关 于 Ca 与 衰老 性 学 习 记忆 障碍 的 关系 已 成 为 人 们 关注 的 热 
点 。 有 研究 表明 :衰老 性 学 习 记 人 忆 障 和 碍 与 脑 内 海马 区 钙 代 谢 失 调 有 关 〈 张 均 田 ，1993)， 
而 给 予 钙 持 抗 剂 可 改善 老龄 动物 的 学 习 记 人 忆 能 力 (Donald 等 ，1994; Finger 等 ，1990)。 
本 实验 室 曾经 测定 过 自然 衰老 状态 下 的 动物 脑 钙 水 平 ， 结 果 表 明 ， 大 部 分 脑 区 突 触 体内 
Ca** 水 平 显著 增高 ， 尤 其 是 海马 极为 显著 ( 王 良 汝 等 ，1995)， 也 曾 发 现 ， 动 物 的 学 习 与 
记忆 功能 在 自然 衰老 过 程 中 都 有 增 龄 性 的 衰退 〈 章 子 贵 等 ，1995)， 而 这 种 衰老 性 学 习 记 
忆 障 碍 确 与 脑 细胞 内 钙 水 平 有 关 ( 张 维 宁 等 ，1995)。 但 是 ， 脑 细胞 内 和 镍 超载 引起 学 习 记 
iM SIH (synapse〉 亚 微 结 构 的 关系 尚未 见报 道 。 鉴 于 结构 是 功能 的 基础 ， 推 测 细 
胞 内 高 铬 水 平 引 起 的 学 习 记 忆 障 碍 可 能 与 海马 结构 (hippocampus〉 内 突 触 结构 参数 的 变 
化 有 关 ， 本 实验 对 这 一 问题 进行 了 探讨 。 


1 材料 和 方法 
1.1 海马 微 注射 和 行为 检测 
选用 昆明 品系 雄性 | AR DAR 49, BA 18—222, RARER ES (1993) 的 方法 
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在 小 鼠 海 马 〈 双 人 删 ) 定位 注射 CaCl:[2.9 ug / (4， 只 )]， 以 注射 等 量 生 理 盐 水 作为 对 照 。 注 射 
CaCl, 和 生理 盐水 2h 后 ， 进 行 立 -迷宫 分 辨 学 习 训练 〈 陈 其 等 ，1990)， 记 录 达 到 90% 正 确 反 
应 率 所 需 训 练 次 数 。 训 练 次 数 越 多 ， 说 明 小 鼠 学 习 能 力 越 弹 ， 所 得 结果 以 :检验 法 进行 统计 处 
理 。 以 - :次 性 被 动 回 避 反 应 〈 王 光 建 等 ，1989) 检测 海马 注射 CaCl, 对 记忆 保持 (memory re- 
tention) 的 影响 ， 电 击 后 立即 注射 CaCl, 或 生理 盐水 ，24h 后 检测 ， 以 电击 后 24b 的 步 人 法 
伏 期 《step-through latency, STL) EAIC REAR HR, STL 越 短 说 明 记 忆 保 持 力 越 差 。 
检测 以 300s AR, FLER 300 s 仍 不 进入 暗箱 者 ， 均 视 为 记忆 保持 良好 。 所 得 数据 以 中 位 数 
按 Mann 和 Whitney 法 进 行 非 参数 统计 的 等 级 检验 ， 比 较 组 间 差 异 。 
12 脑 区 取材 和 突击 界面 结构 参数 的 测量 

行为 检测 结束 后 ， 分 别 从 CaCl, 组 和 对 照 组 各 随机 取 4 只 小 鼠 ， 迅 速 取 其 脑 块 固定 于 5% 
戊 二 醛 中 . 在 45 去 右 的 冰箱 中 放置 24 h。 待 脑 块 稍 变 硬 后 ， 参 有 照 边缘 系统 解剖 图 Ek, 
1979) 取 CA; 区 。 按 常规 方法 制备 超 薄 切片 ， 用 JEM-100S 型 电镜 拍摄 Gray I 型 突 触 照片 
CFA 1, HA 2)。 再 以 六 Y- 生 物 医学 图 象 分 析 仪 对 突 触 界面 曲率 、 突 触 间 隙 宽度 、 突 触 后 致密 物 
Ki (post-synaptic density. PSD) 厚度 和 突 触 活性 区 (active zone) 长 度 进行 定量 分 析 ， 这 
些 结构 参数 的 测定 均 按 本 实验 室 过 去 报道 的 方法 “罗兰 等 ，1991) 进 行 。 每 组 测定 50 张 左右 电 
镜 照 片 。 本 实验 的 观察 和 测量 采用 双 育 法 进行 ， 所 得 数据 用 ! 检验 法 进行 统计 处 理 。 





图 1 对 照 组 Gray I Wh 图 2 CaCl, 组 Gray IWA AA 
Fig.l Gray I synapse of the control group Fig.2 Gray I synapse of CaCl, group 
箭头 表示 突 船 后 致密 物质 ， 突 触 小 兆 箭头 表示 较 萍 的 突 抽 后 致密 物质 、 突 裔 小 泡 
和 突 谢 间 际 清晰 可 见 Carrow show PSD, FARA Carrow show thinner PSD, 
synaptic vesicle and synaptic cleft clearly) synaptic vesicle and synaptic cleft) 
2 结果 
2.1 行为 训练 结果 


采用 两 种 行为 模型 观察 CaCl, 对 小 鼠 学 习 与 记忆 的 影响 ， 检 测 结果 列 人 表 1 MR 2, 
由 表 1 可 以 看 出 ， 海 马 微量 注射 CaCl, Wa, DRE Y- 过 富 中 达到 学 会 标准 所 需 的 训练 
次 数 平均 多 达 62.58 次 ， 而 对 照 组 平均 只 需 39.88 次 。 二 者 差异 极 显著 《P<0.01)， 说 明 
人 为 造成 海马 高 后 状态 确实 破坏 小 鼠 的 分 辨 学 习 能 力 。 从 表 2 对 小 和 鼠 的 记忆 保持 力 测 验 结 
果 看 ， 对 照 组 小 鼠 一 次 性 被 动 回避 反应 的 步 人 潜伏 期 STL) 为 109 s， 而 CaCl, 组 为 
75.38. CaCl, 组 的 STL 有 缩短 的 趋势 ， 说 明 CaCl, 组 小 鼠 的 记忆 保持 力 减 能 。 
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Rl DA Y-- 迷 宫 分 辨 学 习 能 力 的 检测 结果 


Table 1 Values for descrimination learning capacity of mice in Y—maze 


实验 组 别 达到 学 含 标 维 所 需 训练 次 数 


PSA + fae) 
EPA EP ORM ARAL (n= 12) 39.88 + 21.22 
CaCl, 组 ‘n= 19) 62.58 + 23.47" * 


nm 为 小 鼠 AR, © * P<0.01, SAMAA (n= the number of 


mice, * + P<0.01, vs control). 
表 2 ”小刀 一 次 性 破 动 回避 反应 的 记忆 保持 检测 结果 
Table 2 The memory retention of mice in one trial passive avoidance response 


实验 组 别 电击 前 电击 后 24h 
中 位 数 四 分 位 数 中 位 数 四 分 位 数 
HRA (n=8) 46 3.3146 109 41.4—300.00 
CaCl, 组 (ze= 10) 76 3.9—19.5 75.3 22.0—300.00 


nab a= the number of mice). 


2.2 RMA MH ER 

Ai HEL CA, KA Maa RAL 3。 与 对 照 组 相 比 ，CaCl; 组 海马 CA, KR 
Mieke DRE R (PSD) 极 显 著 变 薄 (P<0.001), MEBANE (P<0.05), # 
他 2 项 指标 (界面 曲率 和 活性 区 长 度 ) 无 明显 变化 。 


3 |RSS CA, 区 突 栅 界 面 结 构 参 数 的 测量 结果 (平均 值 + HES, BHA om) 
Table 3 Values for parameters of synaptic interface in the 
hippocampus CA, of mice (means + standard, nm) 


基板 参数 实验 组 别 
对 照 组 CaCl, 组 
突 般 界面 曲率 1.0351 =0.0296 +n= 51) 1.0325+ 0.0399 (n=43) 
突 和 活性 区 长 度 317.61498.56 {n= 51) 292.124 55.67 (n=43) 
Z Mei] BA BBE 20.094 4.29 {n= 50) 21.994 4,36" {(n=41) 


Ris POE RS $1.05+ 19.53 {n= 49} 55.674 13.06°"* {n=41) 


why RAR, + P<0.05, s * + P<0.001, SHR Fate (r= number of 
synapses, * P<0.05, +» s P<0.001, vs control). 


3 讨论 


有 研究 表明 ， 神 经 元 内 Ca 浓度 过 高 可 引起 细胞 损伤 〈 张 维 宁 等 ，1994)， 脑 细胞 内 
游离 Ca 超载 可 能 是 老年 性 记忆 衰退 的 一 个 重要 因素 〈 张 均 田 ，1993)。 还 有 研究 发 现 误 
老 动物 脑 细胞 线粒体 数目 减少 以 及 体积 增 大 ， 线 粒 体 或 突 触 体 摄取 Ca” 的 能 力 下 降 ， 从 
而 导致 细胞 内 镍 缓冲 能 力 发 生 改 变 (Alberto 等 ，1987)。 张 维 宁 等 〈《1994) 用 分 离 制备 的 
神经 细胞 无 Ca”, Mgt D—-Hanks 液 及 加 入 钙 载 体 等 不 同 条 件 进 行 实验 证 明了 细胞 外 
Ca 浓度 对 细胞 内 Ca 水 平 有 调节 作用 。 本 研究 在 小 鼠 双 伍 海马 注射 CaCl,， 结 果 引 起 学 
习 记忆 功能 严重 损伤 ， 这 又 进一步 证 实 脑 细胞 内 Ca 超载 是 学 习 记忆 衰退 的 重要 原因 。 
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脑 内 突 触 结构 的 可 塑性 变化 已 引起 关注 。 有 研究 表明 ， 与 学 习 记 忆 密 切 相 关 的 脑 区 
《如 海马 ) 内 突 船 亚 微 结构 可 因 不 同 的 生理 状态 而 发 生变 化 ， 其 中 PSD 是 较为 敏感 的 结构 
参数 ， 它 易 受 生活 环境 (Guldner，1979)、 行 为 训练 《Yrensen 等 ，1981)、 药 物 〔 罗 兰 
等 ，1991) 等 影响 而 发 生 改 变 。 生 化 分 析 已 经 证 明 PSD 含有 多 种 蛋白 质 和 酶 (Wn 等 ， 
1988)， 因 而 有 人 认为 在 醇 作 用 下 和 蛋白质 分 子 构 象 的 可 道 性 转变 能 引起 其 亚 微 结构 的 形 杰 
变化 《厚度 增 大 或 减 小 ) (Cohen 等 ，1977)， 或 者 认为 PSD 形态 变化 反映 突 船 后 膜 受 体 
及 离子 通道 的 变化 ， 丛 而 影响 突 船 的 神经 信息 传递 的 效率 (Goldner, 1980). mi Akia 
限 宽 度 的 变化 显然 也 能 影响 突 触 传递 的 效率 。 本 研究 表明 ， 在 海马 微 注射 CaCl, 引起 
PSD 厚度 与 突 触 间 承 宽度 的 显著 变化 ， 提 示 突 船 界面 某 些 结构 参数 变化 可 能 是 神经 元 内 
游离 钙 增高 所 致 的 学 习 记 忆 功 能 障碍 的 形态 结构 基础 。 本 室 张 维 宁 等 《1994) 研究 表明 ， 
海马 内 微 注射 CaCl 所 致 的 记忆 障碍 与 其 海马 突 触 体 体内 71-78 kD 的 蛋白 质 合成 显著 
下 降 有 关 ， 提 示 海 马 内 突 触 体 分 子 量 为 71 一 78 kD 的 蛋白 质 是 钙 依 赖 性 的 ， 包 括 某 些 酶 
的 活性 也 依赖 于 一 定 的 Ca** 浓 度 。 因 此 ， 可 以 设想 ， 衰 老 时 ， 细 胞 内 游离 Cak Fit 
高 ， 影 响 茶 些 蛋 白质 合成 或 引起 蛋白 质 构 象 变 化 ， 这 些 变化 反映 在 突 触 形 术 结构 上 ， 从 而 
影响 突 触 传递 的 效能 、 最 终 在 宏观 上 表现 为 学 习 记 忆 障 碍 。 
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LEARNING-MEMORY DYSFUNCTION CAUSED BY HIGH 
Ca** LEVEL AND CHANGES OF THE SYNAPTIC 
INTERFACE—-STRUCTURAL PARAMETERS 


ZHANG Zi-guit DU Hong-yan ZHANG Wernin WU Fu-me 


(Neurobiology Research Laboratory. Biological Science and Technology Department, 
Nanjing University, Nangng 210093) 


Abstract 


In this study, the effect of high Ca’* level by injecting CaCl, into bilateral hippo- 
campus on the learning and memory behavior of young mice was investigated. and the 
synaptic structural parameters in the hippocampal CA, area were quantitatively analysed. The 
main results were as follow, compared with control; 

(i) The STL (step-through latency) of CaCl, group was shortened in one trial passive 
avoidance response, and the descrimination learning capacity of CaCl, group in Y-maze 
was greatly attenuated (P<0.01), showing the severe impairment of learning and memory 
in this group. 

(2) The thickness of post-synaptic density (PSD) of CaCl, group was thinned signi- 
ficantly (P<0.001), while the width of synaptic cleft of this group was apparently increased 
C(P<0.05) . 

These results suggested that the learning and memory dysfunction caused by over—load- 
ed calcium ions in hippocampus might based on the morphological changes of the synaptic in- 
terface stucture. 

Key words Synaptic interface structure, Learning-memory, Electron microscopy, Cal- 

cium ions 


